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摘 要
自生物标志物（biomarker）这一概念提出以来，肿瘤生物标志物（ tumor
biomarker，TBM）在基础医学领域的研究已成为热点。本文基于大量的临床病
理样本，利用免疫组织化学、甲基化芯片分析、实时荧光定量 PCR等技术，研
究乳腺癌、胃癌预后诊断的生物标志物，为疾病的治疗提供新的思路和靶点。
我们利用免疫组织化学，调查了酪氨酸磷酸酶 Shp2和它的伴侣蛋白 Gab2在
141例乳腺浸润性导管癌中的表达，并分析了他们与临床病理学特征的相关性，
发现 Gab2 蛋白表达与病人的年龄存在显著相关性，在小于 55 岁的病例中阳性
表达率为 84.6%，在 55岁及以上的病例中仅有 48.4%呈阳性（P=0.0047）。这些
结果揭示，Gab2蛋白的表达差异可能作为监测乳腺癌的重要指标。但是 Shp2蛋
白表达与乳腺癌临床病理无明显的相关性（如肿瘤大小、淋巴结转移、ER表达、
PR表达、TNM分期等）。
在胃癌预后检测标志物的筛选中，我们利用利用 Infinium Human Metyhlation
450 Beadchip 分析了三年内未复发（Long disease-free survival，LDFS）与一年内
复发 (Short disease-free survival SDFS) 胃癌病例中的 450，000 个甲基化位点，
发现了 558个位点存在甲基化差异（P<0.05，t-test），这些位点与 353 个基因匹
对。在这些基因中我们选出了五个甲基化差异靠前的基因：MDP1、LGALS8、
DGKZ、CNM4、B4GALNT2，并分析了这些基因在体内及细胞水平上的 mRNA
及蛋白的表达，结果显示五个基因在体内及体外水平上的 mRNA及蛋白的表达
各有不同，基因的甲基化也并不一定能造成表达的沉默。尽管因目前样本数量较
少，结果只是一个简单的粗筛，具有局限性，但提示基因的甲基化在胃癌复发等
的诊断中具有良好的前景。
关键词：癌症；DNA甲基化；生物标志物。
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Abstract
Abstract
Since the concept of biomarkers has been proposed, tumor biomarkers (TBM) has
become a hot spot in the field of basic medical research. Based on the large number of clinical
samples,We study the prognostic biomarkers of breast cancer and gastric cancer with the use
of immunohistochemistry, methylation microarray analysis, real-time quantitative PCR and so
on to offer new ideas or new medical targets for the treatment of cancer.
Using of immunohistochemistry technology, we investigated the expression of tyrosine
phosphatase Shp2 and its chaperonin Gab2 in 141 cases of breast invasive ductal carcinoma
and analyzed the relationship between protein expression and pathological features. We found
Gab2 protein expression significantly correlated with the age of the patient, in which positive
expression rate was 84.6% in patients less than 55 years old and only 48.4% positive in 55
years and older cases(P = 0.0047). The phenomenon reveal that the difference of Gab2 protein
expression may be used as an important indicator of monitoring breast cancer. The result of
Shp2 protein expression in differernt control,such as tumor size, lymph node metastasis, the
expression of ER and PR, TNM stage,showed no correlation.
In the screening of gastric cancer prognostic biomarkers, we used the Infinium Human
Metyhlation 450 Beadchip to screen 450,000 methylation sites in Long disease-free
survival(LDFS) gastric cancer cases and Short disease-free survival(SDFS) gastric cancer
cases. We found that 558 sites exist methylation differences (P <0.05, t-test), which are
matched with 353 genes. Among these genes, we selected the top five genes(MDP1, LGALS8
DGKZ, CNNM4, B4GALNT2) which are significant different in methylation and analyzed
mRNA and protein expression of five genes in vivo and cellular level. The result shows that
the expression of mRNA and protein are different in vivo or vitro and methylation not always
leads to slience of genes. Although due to the fewer number of samples, the result is just a
simple coarse sieve and has limitations, it suggest that the methylation of genes in the
diagnosis of gastric cancer recurrence has good prospects.
Key words:cancer;DNAmethylation;biomarker.
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第一章 前 言
第一节 肿瘤生物标记物的研究现状
手术、放疗、化疗各种现代医学技术在肿瘤的诊断治疗上有一定的发展，然
而各种恶性肿瘤的发病率和死亡率仍呈上升趋势，恶性肿瘤的复发和转移是造成
癌症病人死亡的主要原因。在癌症研究中，一个重要挑战是研发标准治疗后肿瘤
复发的可靠预测标志物以决定是否需要立即进行辅助治疗[1]，研究肿瘤生物标记
物可为肿瘤的进展和转移可以提供详细分子机制，在肿瘤诊断、侵袭、转移、疗
效判断和预后预测等方面具有重要作用。发掘和研究有价值的肿瘤生物标志物已
经成为目前基础医学研究的热点之一。
1.1 什么是肿瘤生物标志物（tumor biomarker，TBM）
美国国立卫生研究院生物标记定义工作小组提出，生物标志物作为正常、异
常或简单的生物过程中细胞、生化和分子的改变，而这种改变能够被识别和监测，
用于客观的测量，评估正常生物过程，致病过程，或干预治疗的药物反应过程[2]。
根据以上定义，生物标记物的涵盖范围广泛，可将生物标记物大致分为：预后生
物标记物、预测生物标记、药效生物标记、以及代理端点（surrogate endpoints）
等[3]。如检测 HER2 的突变，可用于乳腺癌的指导性治疗，被认为是一个预测生
物标志物；而癌胚抗原 CEA能够监测肿瘤发生，可作为一个 surrogate endpoints
生物标志物。通常情况下，生物标志物被认为是个体内可检测到的生物特征，这
种生物特征可以预示体内疾病的状态，或是可以作为治疗预后的衡量指标。
所谓肿瘤生物标志(tumor biomarker，TBM)是指肿瘤发生发展过程中所产生
的，能够指示体内肿瘤的存在的物质；它可能是恶性肿瘤本身分泌的分子，也可
能是身体为抵抗肿瘤发生而分泌的分子。这些肿瘤生物标志物可以是甲基化的
DNA、具有单核苷酸多态性(SNPs)的模板、蛋白质、代谢分子的改变、mRNA
的改变等，而这些改变都与个体疾病状态的发生密切联系。开发研究肿瘤生物标
志物（TBM）主要将其用于 a、肿瘤的早期监测、b、诊断，c、预后，d、抗癌
治疗反应的监测，e、肿瘤复发的监测。图 1-1 所示为肿瘤发展各阶段的肿瘤生
物标志物检测应用时机。
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摘自：Michael A. Tainsky, Ph.D. Genomic and Proteomic Biomarkers for Cancer: A Multitude of Opportunities.
Biochim Biophys Acta,2009; 1796(2): 176–193.
图 1-1 肿瘤发展各阶段的肿瘤生物标志物检测应用时机
肿瘤生物标志物可通过手术获取的组织样本研究筛选，也可通过微创获取的
体液及其他组织获得。组织样本作为肿瘤标志物筛选的研究对象之一，通常是利
用肿瘤组织与正常组织（或癌旁组织）的蛋白差异来设计实验，寻找可能用于肿
瘤早期诊断、监测及预后效果判定的标志物[4]。然而个体的体液（如血液、尿液、
唾液、粪便）易于检测得到的标记生物分子，是最理想的肿瘤生物标志物，能使
肿瘤标志物的筛查效用最大化和成本最小化。如前列腺特异性抗原 PSA
（prostate-specific antigen）是一种典型的基于血液蛋白的前列腺癌标志物，甲基
化的波形蛋白基因（methylated vimentin）是基于粪便 DNA 的结直肠癌标志物，
而 DNA原位杂交（FISH）能够检测膀胱癌患者尿液中的生物标志物。
1.2 肿瘤生物标志物（TBM）研究存在的问题
如前面所提，组织样本作为肿瘤生物标志物的识别和筛选对象有其优势，但
早期肿瘤的大小、肿瘤出现前的病变和癌症的异质性容易造成早期肿瘤诊断生物
标志物的识别或筛选困难。同样，个体体液作为研究 TBM 研究对象也存在一定
的局限性，这要求体液中的肿瘤标志物要有一个足够高的浓度。然而正常情况下，
肿瘤特别是早期肿瘤分泌的蛋白或是其他类型的肿瘤标志物数量很小，特别是进
入到血液循环后浓度更低，使得这些标志物很难被识别。针对这一问题，一些研
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究者更倾向于使用肿瘤近端流体作为研究对象，如取尿液为前列腺癌的研究对
象，结直肠癌为粪便，以期解决体液中 TBM 浓度低的难题。
再者，大部分的 TBM 筛选是建立在有限的便利的生物样本数量上，导致后
续的验证研究难以进行；同时，许多关于 TBM筛选研究是基于质量差或不能配
对的标本上，生物标志物的差异可能是因为标本的处理方式不同或存储方式不一
样而产生，并不是肿瘤本身导致的差异。还有，癌症是一个复杂的疾病，并不是
一个高特异性和高灵敏度生物标志物就能检测到所有器官特异的癌症。这就需要
多个 TBM 双管齐下保证检测的准确性，但各 TBM 的灵敏度和特异性的平衡就
成了一个难题，因为增加灵敏度可能使得特异性降低。
最后，TBM 从基础研究到临床应用也是一个难题。用 PubMed 搜索 cancer
和 biomarker 关键词，可搜索出 2010年共有 15，000篇发表的文章，其中有 1100
篇是 cancer biomarker与早期诊断（early detection）相关的文章（图 1-2）。然而，
这么多的生物标志物却只有少数通过了美国 FDA 认证并应用于临床，绝大多数
的 TBM 不具有临床应用价值。缺少一些标准的技术及方法对于所得的生物标记
物进行评估及验证，以确定所得标记物的临床价值，是造成这种现象的主要原因。
摘自：Ludwig JA,Weinstein JN.Biomarkers in cancer staging, prognosis and treatment selection. Nat Rev Cancer
2005;5:845–856.
图 1-2 生物标志物文章发表数量与通过 FDA 认证生物标志物数量
注 释：Number of publications under Medline heading “biomarker” (squares) and text word “biomarker”(circles)
and number of plasma-protein markers approved by the US Food and Drug Administration (FDA) (triangles) each
year from 1994 to 2003.
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1.3 肿瘤生物标记物开发的指导
针对从基础研究到临床应用这一难题，EDRN（The Early Detection Research
Network）应运而生。EDRN 是由美国国家癌症研究所下属癌症生物标志研究所
管理，为便于发现、开发和验证早期肿瘤生物标记物及肿瘤生物标志物的风险评
估提供基础平台。EDRN 包括四部分：1、生物标志物的发展实验室（BDLs）：
发现、开发和描述新的生物标记或改进现有的生物标记；2、生物标志物参考实
验室（BRLs）：为分析和临床验证生物标记提供网络信息资源，包括生物标志物
筛选技术的发展和细化；3、临床流行病学和验证中心（CVCs）：为 EDRN调查
员提供高质量的生物标本，支持生物标志物的验证； 4、数据管理协调中心
（DMCC）：为 EDRN生物标志物验证试验提供网络协调、数据管理和协议开发
及应用统计研究 EDRN 的目标。EDRN 的另一个任务是：建立生物标志物指导
方针和标准，开发质量保证方案、标准操作规程等、开展早期临床和流行病学研
究来评估预测生物标志物的价值、促进公私研究机构的合作交流。这样的模式保
证了 TBM 从基础研究到临床应用的快速发展。
EDRN为生物标志物的发展提出了 5个阶段，这样能更系统的监督生物标志
物发掘、发展、验证过程，这种阶段性研究方法理念也为生物标志物研机构所接
受。这五个阶段为[5]1、发现阶段——探索性的研究，以确定潜在的有用的生物
标志物；2、临床试验和验证阶段——研究确定生物标志物区分正常人与癌症患
者能力；3、纵向回顾——通过对同一研究中的平行样本中生物标志物的检测来
决定生物标志物监测癌前病变的能力；4、潜在筛选——通过测试确定疾病检测
的范围和特征，确定假转诊率（false referral rate）；5、癌症控制——通过大规模
的人口研究评估生物标志物检测癌症和在筛选的人口患病率中的总体影响。
尽管有系统严谨的生物标志物筛选体系，但生物标志物的研究开发源头是不
容忽视的，这是生物标志物从基础研究到临床应用成功转化的关键。下面总结了
一些文章在肿瘤生物标志物筛选中关于研究设计和样本收集的建议[6-9]：1、生物
标志物的研发进行要考虑潜在的临床应用；2、标本获取要从适当的组织或合适
的肿瘤阶段，如对早期诊断的生物标志物感兴趣，标本应选取早期肿瘤患者的或
患者癌前病变的体液或血液；3、要充分考虑试验设计的干扰条件，因为生物标
志物所反应的差异会随着条件的改变而改变；4、充分考虑组织的特异性；5、不
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要过度夸大实验结果的影响力，这样的情况经常出现在基于少量的样本进行高通
量筛选的结果分析中，后续完整独立的分析验证是必须的；6、严格地设置实验
对照、选取实验配对样品，配对样本要考虑的因素为年龄、性别、饮食习惯、种
族等；7、生物标志物筛选的研究样本的收集、加工时间、储存要尽量一致；8、
实验组和对照组要在同一时间收集，而不是实验组在手术中收集、对照组在平常
的检测中收集。
第二节 筛选肿瘤生物标志物候选分子的技术平台
正如前面所讲，肿瘤标志物包括肿瘤特异的基因突变或蛋白表达的改变或基
因启动子的甲基化，进而导致蛋白表达的改变。肿瘤特异的基因变化（启动子甲
基化、基因突变等）可以通过检测血浆或其他体液中的核酸分子检测到，过表达
或是变异的蛋白标志物以肿瘤脱落物形式或抗体形式在体内而被检测到，肿瘤特
异的生理变化通常导致代谢分子的改变，如翻译后糖基化，这也可以 TBM 候选
分子。由于肿瘤的复杂性，急需能大规模和高通量研究肿瘤在不同发展阶段、不
同分化程度与相应正常组织中 TBM 候选分子的改变的技术，为 TBM 的筛选提
供更准确可靠的信息。以蛋白质组学、基因组学、代谢组学为平台的各项技术为
筛选肿瘤生物标志物（TBM）候选分子极大的便利，下面文章将对应用于蛋白
生物标志物、核酸生物标志物、代谢分子生物标志物的技术平台进行阐述。
2.1 用于蛋白生物标志物（Protein Biomarkers）筛选的技术平台
蛋白质生物标记物作为临床诊断应用具有巨大的潜力，在基础研究中，通常
是筛选过表达的癌症蛋白作为标志物。筛选蛋白质为肿瘤标志物候选分子应克服
的难点有：1）在蛋白免疫分析中，研发的抗体需要具有高匹配度高精确度，2）
如果肿瘤特异蛋白是以复合物形式存在或经过翻译后蛋白修饰，这也加大了筛选
的难度，3）血浆蛋白的浓度通常在九的数量级左右[10]，即蛋白浓度相对较低，
这就需要高敏感度的仪器来对低丰度蛋白的研究。
如今有多项技术来直接识别癌症中蛋白的改变，如可先用二维凝胶电泳
（2D-PAGE）分离蛋白，后用各种技术为蛋白加上标签，如：放射性同位素标签、
共价结合的荧光标签、银染色等进行分析。质谱分析可以用于识别各种蛋白的序
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列，这个技术不能对低丰度癌症蛋白组的分析。将 2D-PAGE与质谱技术联用对
蛋白的识别效率将大大提高，同时也可以用免疫亲和层析等技术来浓缩低丰度蛋
白，以进行后续的研究，表 1-1为各蛋白质筛选技术的对比。
表1-1 各蛋白质组学技术在筛选肿瘤生物标志物中的比较
摘自：Wulfkuhle JD, Liotta LA, Petricoin EF. Proteomic applications for the early detection of cancer. Nature
reviews Cancer 2003; 3:267-275.
2.1.1蛋白质组学质谱法（Proteomic mass spectroscopy）
蛋白质组学质谱法能够大量识别具有肿瘤生物标志物潜力的新型蛋白质，这
项技术的研究对象可以是各类生物材料如培养的细胞或是临床样本（血清、血浆、
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尿液）。质谱技术也有其局限性：1）难以对低丰度蛋白质进行定量，2）蛋白质
离子是否能够飞过的电场，3）在免疫敲除高丰度蛋白后蛋白或多肽是否改变。
该技术的蛋白质生物标志的筛选策略包括：多维蛋白鉴定技术与质谱技术结合识
别蛋白生物标志物，标志物的选取必须以与癌症相关或能为临床应用优先，用多
种样本来源来验证优先选取的蛋白标志物。蛋白质组学质谱方法为发现可能提供
新的临床测试的新型生物标志物提供平台，但是这一技术对诊断医疗设备的贡献
还相对较少[11]。
新颖的蛋白质组生物标志物发现技术正在开发，如使用定量同位素标记标记
蛋白，改善质谱技术中分析算法和解决样品制备的问题。多维分离技术用于去除
高丰度蛋白以鉴定低丰度蛋白，MALDI-TOF 及 LC-MS/MS等高分辨率质谱利
用同位素标志物氘或 13C来定量蛋白。
2.1.2抗体微阵列（Antibody microarrays）
抗体微阵列的原理类似于 highly parallel ELISAs，都是在复杂复数矩阵对多
种蛋白（Multianalyte protein）进行一次性分析。有几个针对 Multianalyte protein
进行筛选的，一个策略是利用 ELISA 检测或抗体捕获芯片确定获得的抗体加上
标签进行平行分析，这种策略要注意解决测定干扰因素[12]；另一个策略是从其它
研究中选择过表达的蛋白候选物来开发适用于抗体芯片的双抗体[13, 14]。
2.1.3 肿瘤自身抗体（Cancer Autoantibodies）
已经发现的肿瘤自身抗体有 HER2[15]、p53[16]、MUC1[17]等，但是这些抗体只
在 5%-10%的癌症患者发现并且它们的诊断灵敏度太低。利用血清学鉴定抗原的
重组表达(SEREX)技术直接筛选自身抗原可以发现自身抗体，利用这种方法已经
在乳腺癌中发现多种自身抗原，包括 annexin XI-A， RPA32， NY-ESO-1 及其
它蛋白[18-22]。SEREX 技术局限性有：1）该技术是基于从特定病人组织获取的
cDNA 库和同一病人血清样本的筛选，然而，确定的肿瘤相关抗原（TAAs）大
多数情况下与同一病人的血清不显示高反应活性；2）该技术倾向于鉴定肿瘤中
过表达的抗原及从肿瘤中获取的高丰度的 cDNA库，这样就会错失了对可能编码
肿瘤相关抗原的低丰度的 mRNAs 的鉴定；3）该技术也错失了对转录后修饰的
肿瘤自身抗体的鉴定，转录后修饰通常会造成抗原表位识别的改变。
SERPA是一个结合血清学和蛋白质组学的技术，主要流程为利用 2-DE 分离
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蛋白后进行蛋白免疫印迹（western blotting）最后利用质谱（mass spectrometry）
鉴定分析；更高通量的肿瘤抗原筛选可以通过噬菌体展示技术结合血清学肿瘤抗
原的识别及蛋白微阵列获得。
2.2 用于核酸生物标志物（Nucleic Acids Biomarkers）筛选的技术平台
2.2.1 RNA表达谱（RNAExpression Profiling）
基因表达谱芯片是筛选能够区分癌症病人分期或预后效果的肿瘤生物标志
物的有用技术手段。组织病理学生物标志物在区分癌症病人的分期分级已有标准
化规定，而基因表达谱（包含 mRNAs谱）的生物标志物比组织病理学生物标志
物更直接更有效。研发最有用的基因表达生物标记首先开始于一个大规模的基因
芯片筛选，大规模的基因芯片分析的结果可以简化为一个含有少数探针的简单芯
片或是多重定量 RT-PCR而便于临床的应用。为了验证这样的生物标志物，经常
使用新鲜或经过加工的的临床样本，样本处理过程中要使 RNA最小量的降解，
或是选择对 RNA量要求不太敏感的基因检测技术。基因表达谱芯片联合精心设
计的生物信息学方法极大地促进了肿瘤特异基因和信号通路的筛选，这样的基因
和信号通路是肿瘤发展进程的关键及个体化治疗的分子靶标。表达谱芯片的分析
结果重现性强，但需要高度统一的样本（即能从特定类别的群体中获得多个标
本）。此外，芯片技术倾向于低估真正的基因表达的变化，所以需要 RT-PCR或
northern blot等技术来进行额外的验证以确定结果。原则上，芯片分析不同样本
之间基因表达的改变会比分析样本间信号通路的改变获得更少的信息。如今已经
开发出多种软件能对一个给定的基因表达数据库进行信号通路的分析，这些软件
也能对可能具有特定影响、可能作为生物标志物的基因生成列表排序[23-26]。
2.2.2 DNA测序（DNA Sequencing）
DNA 测序技术已经广泛应用于研究候选基因信息的改变，第二代测序技术
在筛选具有临床意义的 DNA 序列变异已占有一席之地。使用 DNA 序列诊断标
志物已经进入临床实践阶段，这些 DNA 序列诊断标志物可以是 DNA 突变位点
或是小片段插入基因或小片段缺失基因。个体中的肿瘤组织会发生体细胞的
DNA 突变，而正常组织中不发生该变化，该现象被认为是致癌过程的关键因素
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进而导致了机体内生长调控基因的改变。原癌 DNA 序列变异是有用的诊断标志
物并且能够作为肿瘤治疗的特异分子标靶。利用高通量测序技术筛选大量的候选
基因为肺癌、生殖细胞、肠癌、乳腺癌提供了诊断和预后的生物标志物[27-31]。
2.2.3 微小核糖核酸（MicroRNA）
MicroRNA（miRNA）是一类内生的、长度约 20-24bp的小 RNA，是发夹结
构的约 70-90 bp 的单链 RNA 前体经过 Dicer 酶加工后生成。其在细胞内具有多
种重要的调节作用，包括调控基因的表观遗传学修饰、表达蛋白的转录后翻译修
饰。类似 mRNA 分析的微阵列技术可以用于分析所有已知的 miRNAs，用于
miRNA分析的RNA样本必须包括小分子 RNAs，利用定量 RT-PCR分析miRNAs
可以实现 miRNAs标志物的标准化临床应用。通常使用阵列技术来筛选表达水平
不同的 miRNA 获得 miRNome profile，后使用 Northern blot、核糖核酸酶保护测
定、引物延伸实验等技术来进行验证，定量 RT-PCR、原位杂交[32]和序列分析基
因表达(SAGE)也被应用到这些小分子 RNAs的分析[33]。
在癌症中，miRNAs被发现通过表观遗传机制而受到抑制[34, 35]，与此相一致
的是与正常组织相比，肿瘤组织中的 miRNAs表达通常是下调的而非上调[36, 37]。
因为它们的体积小，它们在正常组织和癌组织或体液中容易被量化，miRNA 做
为生物标志物在癌症的诊断和预后有着巨大的发展潜力。然而，这个领域还处于
起步阶段，也没有 miRNA 标志物应用于临床。
2.3 代谢产物和代谢组学（Metabolites and Metabolomics）
代谢组学能广泛分析正常或异常的细胞过程所产生的小分子代谢物，通常代
谢产物的筛选重点是使用各种化学分析技术，这些分离技术包括气相色谱 -质谱
联用（GC-MS）、液相色谱-质谱联用（LC-MS）、超高效液相色谱法（UPLC）、
毛细管电泳-质谱联用（CE-MS）、核磁共振光谱(NMR)等，表 1-2为几种代谢组
学技术的优缺点。
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